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RESUMO 
Os efluentes são constituídos de vários compostos tóxicos. Dentre esses 
compostos, alguns de elevadas massas molares são biodegradados apenas por 
alguns organismos como fungos e bactérias, especialmente fungos da classe 
Basidiomicetos. Diversos estudos demonstram que a biodegradação da madeira 
por estes fungos, depende principalmente de sua capacidade de produzir enzimas 
lignoliticas extracelulares. Dentre as enzimas lignoliticas, possuem destaque: as 
lacases e as peroxidases, pertencentes ao grupo das fenoloxidases. 
As Peroxidases (1.11.1.7), são encontradas nas plantas e em animais. As 
massas molares estão na região de 38-43 kDa. Essas enzimas catalisam a 
oxidação com formação de radicais a partir compostos aromáticos em soluções 
aquosas. Os radicais formados atuam em reações não enzimáticas. 
As Lacases (1.10.3.2) são produzidas principalmente por fungos e vegetais. 
Possuem massas molares na região de 60-100 kDa. As lacases catalisam 
oxidação por extração de um elétron de um substrato fenólico gerando um radical 
fenoxila. Os radicais formados também atuam em reações não enzimáticas. 
Corno já mencionado, somente subunidades fenglicas são atacadas pelas 
Lacases. Estudos revelam que essas enzimas são capazes de oxidar compostos 
não fenálicos na presença de substâncias denominadas mediadores, por exemplo: 
2,2-azinobis-3-etilbenzotiazoline-6-sulfonato (ABTS) ou 1-hidróxi-benzotriazole 
(HBT). 
0 trabalho tinha como principal objetivo avaliar a capacidade de 
biodegração de efluentes industriais pela Lacase, Lacase com 1-hidróxi-
benzotriazole (HBT) e Peroxidase. 0 Efluente de papel e celulose e os corantes 
utilizados foram doados por indústrias de Santa Catarina. 
Inicialmente foi realizada a caracterização das enzimas avaliando-se as 
melhores condições de pH para atividade com o auxilio de um espectrofotômetro, 
as formas isoenzimáticas da Lacase através de eletroforese em gel de 
poliacrilamida e finalmente a determinação das massas molares utilizando-se 
HPLC corn urna coluna de exclusão. 
Tanto a Lacase como a Peroxidase obtiveram uma melhor condição de 
atividade no pH=-4,0. Foram encontradas duas formas isoenzimaticas para a 
Lacase. As massas molares da Lacase e Peroxidase foram respectivamente de: 
66 — 97 e 45kDa. 
A segunda parte do trabalho objetivava a aplicação biotecnológica das 
enzimas. Para isso, foi avaliada a capacidade de descoloração de corantes 
utilizados em indústrias têxteis. Os corantes foram submetidos a um período de 
incubação 
 corn as enzimas de 45 minutos. Os resultados obtidos revelaram que 
as duas enzimas Lacase e Peroxidase apresentaram grande eficiência na redução 
de cor. 
Foi analisada posteriormente a ação das enzimas nos efluentes de 
indústrias de papel e celulose avaliando-se: A taxa de descoloração dos efluentes, 
a degradação e cinética de degradação de fendis totais (método Folin) e de fenbis 
baixas massas molares ( método da 4-AAP) e a distribuição das massas molares 
dos compostos no efluente. Os resultados obtidos revelaram que as duas enzimas 
atuam na descoloração do efluente, ocorrendo também uma queda na quantidade 
de fenáis testados e conseqüentemente nos compostos de alta MM contidos no 
efluente, indicando que ocorre a despolimerização destes compostos. A 
 presença 
do HBT com a Lacase aumenta a e fi ciência da mesma nas reações de 
despolimerização, aumentando as taxas de redução de fendis testados. 
LISTA DE ABREVIATURAS 
ABREVIATURA SIGNIFICADO 
ECF Elemental chlorine free ou 
branqueamento livre de cloro 
elementar 
TCF Total chlorine free ou branqueamento 
totalmente livre de cloro 
CEDED Sequência de branqueamento da 
	
_ 
polpa (C1=C12; El= NaOH; Di=CI02; 
E2= NaOH e 02= 0102). 
TOCI Substâncias cloradas 
ATP Adenina trifosfato 
NAD+ Nicotinamida adenina dinuclecitido 
NADP+ Nicotinamida adenina dinucleátido- 
fosfato 
ES Complexo enzima-substrato 
P Produto 
U Unidade internacional de atividade 
enzimática 
HBT 1-hidróxi-benzotriazole 
ABTS 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazole-6- 
sulfonato 
EPR Electron paramagnetic resonance 
HRP Horseradish peroxidase ou 
peroxidase de raiz forte 
HPLC High performance Liquid 
chromatografhy 
4-AAP 4- Aminoantipiridina 
Lignina peroxidase LiP 
MM Massa molar 
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1 - INTRODUÇÃO 
1.1- POLUIÇÃO 
 AMBIENTAL (EFLUENTES INDUSTRIAIS) 
0 problema da poluição ambiental tem 
 caráter mundial. Originou-se na 
revolução industrial, intensificou-se com a explosão populacional humana e 
perpassa pelo modelo sócio-econômico-cultural do nosso século. 
Corn o aumento da população urbana e o desenvolvimento industrial, 
novos compostos foram sintetizados e continuamente introduzidos no meio 
ambiente. A maioria de tais compostos é recalcitrante (difíceis de degradar e 
persistentes), podendo bioacumular ou transformar-se em compostos tóxicos, 
causando sérios problemas ambientais. 
Em muitas regiões 
 brasileiras que abrigam pólos industriais e densa 
população, principalmente o ecossistema aquático vem sofrendo urna 
degradação efetiva causada pelos esgotos domésticos e industriais. Medidas 
preventivas e corretivas devem ser implantadas concomitantemente aos 
crescimentos regionais, conduzindo a níveis aceitáveis para a manutenção da 
qualidade de vida. (1) 
1.2 - EFLUENTES DE INDÚSTRIAS TÊXTEIS 
Os processos têxteis são grandes consumidores de agua e de corantes 
sintéticos, geradores de efluentes volumosos e complexos corn elevada carga 
orgânica, aliada ao elevado teor de sais inorgânicos. 
Os principais problemas ambientais da indústria têxtil e de tingimento 
estão relacionados com a utilização de azo-corantes. Trata-se de urna 
numerosa família de corantes sintéticos, bastante resistentes â degradação 
natural e de comprovado caráter carcinogênico e mutagênico. 
Aproximadamente 10.000 corantes sintéticos são utilizados extensivamente 
como insumos industriais, principalmente na indústria têxtil e de tinturaria. 
Características corno facilidade de produção, baixo custo, constância de 
estrutura e grande variedade de cores, fazem com que a produção e utilização 
de azo-corantes sejam cada vez mais difundidas. 
O caráter prejudicial desta família 
 de corantes para a saúde humana 
vem sendo observado há muito tempo. Atualmente, existem centenas de 
publicações que descrevem os mecanismos de carcinogenicidade dos azo-
corantes em seres humanos. (2) 
1.2.1 - COMPOSIÇÃO QUiMICA DOS EFLUENTES TÊXTEIS 
As indústrias, para efeito de estudo de seus despejos, são agrupadas 
em três categorias principais: tecidos de algodão, de lb' e sintéticos. Os 
despejos gerados pelas indústrias têxteis variam â medida que a pesquisa e o 
desenvolvimento produzem novos reagentes, novos processos, novos 
maquinários e técnicas, tudo isso aliado ã demanda do consumidor e aos 
ditames da moda. Os despejos resultantes das várias 
 seções de 
processamento encerram: compostos orgânicos como amido, dextrinas, 
gomas, graxas, pectinas, álcoois, ácido acético, corantes, 
 sabões e 
detergentes; compostos inorgânicos como hidróxido de sódio, carbonato, 
sulfato e cloreto. 0 pH varia entre ácido e alcalino, há turbidez e a cor depende 
do corante utilizado. 
Os despejos de indústrias têxteis são tóxicos à vida 
 aquática, diminuem 
o conteúdo de oxigênio dissolvido e modificam as propriedades e 
características físicas da água. (3) 
1.2.2 - CORANTES 
Corantes são materiais normalmente aplicados em solução e se fixam 
de alguma maneira a um substrato, que pode ser um tecido, papel, cabelo, 
couro ou outros materiais. Idealmente, os corantes devem ser estáveis ã luz e 
aos processos de lavagem. Também devem apresentar fixação uniforme com 
as fibras em todo o substrato. 
No período anterior â metade do século XIX, os corantes eram quase 
sempre isolados de fontes naturais, de origem principalmente animal ou 
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vegetal. Naturalmente, as propriedades de muitas destas substâncias estavam 
longe do ideal e este fato, juntamente com a indisponibilidade comercial das 
fontes de suprimento, encorajaram a busca por corantes sintéticos com 
propriedades superiores. 
Descobertas viáveis surgiram rapidamente, e os corantes naturais foram 
quase que completamente trocados pelos sintéticos no inicio do século XX. 
Hoje, virtualmente todos os corantes e pigmentos comerciais disponíveis são 
substâncias sintéticas, com exceção de alguns pigmentos inorgânicos 
 
importantes. Todos os anos centenas de novos compostos coloridos são 
descritos na literatura, para uma multiplicidade de aplicações. (4) 
Os corantes dividem-se nas seguintes categorias principais, de acordo 
com os processos de tingimento aplicados: 
• Corantes vat; 
• Corantes diretos; 
• Corantes dispersos; 
• Corantes azo; 
• Corantes trifenilmetilênicos; 
• Ftalocianinas; 
Corantes vat são exemplificados pelo indigo (Figura 1), um composto azul 
altamente insolúvel vastamente conhecido desde a antiguidade. 
Figura 1 - Indigo 
Corantes diretos, como o próprio nome sugere, podem ser aplicados, em 
solução aquosa, diretamente sobre as fibras. Este processo é especialmente 
aplicável à 15 e à seda. Estas fibras são 
 constituídas por proteínas, que 
possuem tanto grupos ácidos como básicos que combinam com corantes 
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básicos e ácidos, 
 respectivamente. Um exemplo é a malva (Figura 2), o corante 
que iniciou a síntese 
 industrial de corantes - então conhecido como malveina, 
mas que atualmente não é mais utilizado. 
Figura 2 - Malva - inicialmente conhecida como malveina. 
Corantes dispersos são aplicados na forma de dispersões aquosas ou 
suspensões coloidais que formam soluções sólidas com as fibras. Estas fibras 
não possuem grupos ácidos ou básicos para fixar corantes diretos e são 
sensíveis 
 à hidrólise nas condições fortemente alcalinas do tingimento vat. Os 
corantes dispersos apresentam limitações importantes - freqüentemente 
tendem a sublimar e estão sujeitos a desaparecer com NO2 ou ozônio 
atmosférico, uma condição conhecida como branqueamento gasoso. 
Corantes azos indubitavelmente constituem a classe mais importante 
de substâncias que promovem cor. A versatilidade desta classe deve-se 
grandemente à facilidade com que os compostos azo podem ser sintetizados, e 
de fato quase todas as aminas 
 aromáticas diazotizadas podem ser acopladas 
com qualquer sistema nucleofilico insaturado para fornecer o produto azo 
colorido. Se o composto resultante contiver uma amina primaria, esta também 
pode ser diazotizada e acoplada, fornecendo um sistema de maior conjugação. 
Estendendo a conjugação, ou adicionando sistemas cíclicos maiores ou 
diferentes grupos doadores de elétrons, uma larga faixa espectral de cores 
pode ser obtida, com quase qualquer propriedade 
 física ou química desejável. 
Existem milhares de corantes azo, que podem possuir um ou mais 
grupamentos azo. Um exemplo clássico de corante azo, largamente utilizado 
em química como indicador de pH, é o alaranjado de meti la: (4) 
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Figure 3 -Alaranjado de metila. 
1.3— EFLUENTES DE INDÚSTRIAS DE PAPEL E CELULOSE / GENERALIDADES SOBRE 
A FASE DE PRODUÇÃO DE POLPAS 
A indústria de papel e celulose produz um grande volume de 
efluentes, cujas características variam dependendo do processo de fabricação 
utilizado. Os efluentes mais tóxicos são gerados na etapa de branqueamento 
da polpa. 
Dos processos tecnológicos de polpagão (produção de polpas), o 
mais utilizado no mundo e no Brasil, é o processo que emprega sulfeto em 
meio alcalino, mais conhecido como processo Kraft. 
0 processo Kraft (resistente em alemão), foi inventado pelo alemão Dahl 
em 1884, e utiliza uma solução alcalina de sulfeto de 
 sódio e carbonato de 
sódio, que atua entre 160-180 °C (lixívia branca). Esta solução não contém 
sulfato, porém, o processo tecnológico é chamado ao sulfato porque o sulfato 
de sódio é utilizado na fase subseqüente à de cozedura, em que após a 
separação da celulose, se prepara e recupera o liquido de cozedura (lixívia 
negra). (5) 
A polpa produzida pelo processo Kraft é dita não branqueada, por 
restarem na mesma uma pequena porcentagem de lignina que, por ter sofrido 
reações de oxidação, apresenta cor mais escura. 
Para o completo branqueamento das polpas, nos processos 
convencionais, é utilizado ainda o tratamento com cloro molecular (CH, com 
dióxido de cloro (CI02), seguido de sucessivas extrações alcalinas, com NaOH 
concentrado. (6) 
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Madeira 
Branqueamento 
(várias etapas) 
Cozimento com Cl (CI 2) Polpa 
--ob. 
	 Polpa não branqueada Licor de polpagão El (NaOH) 
DI (CIO 2) 
E2 (NaOH) 
branqueada 
Fabricação do 
papel 
D2 (CIO 2) 
Licor Negro 
• 
Efluente da fase de 
branqueamento Recuperação 
de produtos 
(NaOH) 
Figura 4- Fluxograma simplificado da produção de celulose utilizando o processo de polpação tipo Kraft. 
(3) (6) 
Em suma, todo processo de polpagão química está relacionado com 
a solubilização e remoção da lignina, hemicelulose e um grupo de substâncias 
chamado de extrativos da madeira, sendo que derivados de lignina residual é 
que conferem uma cor marrom à polpa e conseqüentemente ao papel. A lignina 
residual das celuloses brutas dá, portanto, origem a maior parte dos 
cromáforos, embora os extrativos da madeira também contribuam para a cor. 
Os ions metálicos como ferro e cobre podem formar complexos coloridos com 
os compostos fenólicos presentes na celulose e assim intensificar sua cor. A 
presença de ácidos húmicos das águas das fábricas pode também colorir a 
polpa, assim como a 
 presença de casca finamente dividida e taninos. Portanto, 
para que o papel torne-se branco no final de todo processo, é necessário 
passar por um processo otimizado de branqueamento. (6) 
Recentemente, seqüências de vários estágios de compostos oxidantes 
têm sido largamente aplicadas ao branqueamento de polpas Kraft. Compostos 
oxigenados podem substituir total ou parcialmente o cloro de processos 
convencionais. Quando o cloro elementar é eliminado do processo, esta 
tecnologia é chamada ECF "elemental chlorine free" ou branqueamento livre de 
cloro elementar. Quando o branqueamento é feito sem o uso de qualquer forma 
de cloro é denominado TCF "total chlorine free" ou branqueamento totalmente 
livre de cloro. (6) 
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Outras técnicas de branqueamento das polpas têm sido estudadas com 
a utilização de enzimas lignoliticas extracelulares obtidas de fungos 
degradadores de madeira. (1) 
1.3.1- COMPOSIÇÃO QUÍMICA DOS EFLUENTES DE PAPEL E CELULOSE 
Os constituintes dos efluentes gerados pelo processo de produção 
de polpas dependem das condições na qual se procedeu ao branqueamento e 
também do tipo de madeira utilizada, ou seja, para cada tipo de madeira existe 
uma determinada composição 
 relativa de lignina, hemicelulose e da própria 
 
celulose. Consequentemente pode haver uma variação da quantidade dos 
produtos químicos 
 aplicados no branqueamento ou até da própria seqüência 
dos mesmos. Normalmente a seqüência aplicada é a do tipo CEDED, ilustrada 
na Figura 4. 
Os efluentes gerados por este processo possuem grandes quantidades 
de sólidos em suspensão, resultante de pequenas fibras de celulose que são 
arrastadas para o meio, e também materiais orgânicos dissolvidos, 
 constituídos 
de uma grande diversidade de compostos organoclorados. Esses compostos 
são de difícil biodegradação, e podem exercer significativo efeito tóxico â 
comunidade biológica e conferem aos efluentes cores e altas cargas de matéria 
orgânica consumidora de oxigênio. Dentre as muitas substâncias identificadas 
nos efluentes, estão ligninas de baixa massa molar e seus produtos de 
degradação como: clorofenóis, clorolignina (Figura 5), ácidos carboxilicos 
aromáticos, clorados e não clorados, e também compostos de elevadas 
massas. (3) (6) 
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Figura 5- Fen6is e seus derivados clorados, provenientes da degradação parcial de lignina, mais 
freqüentemente encontrados em efluentes de branqueamento de polpas celulósicas. (6) 
1.4- TRATAMENTOS CONVENCIONAIS DE EFLUENTES INDUSTRIAIS 
Os métodos mais utilizados são: (6) 
Lagoa aerada Lodo ativo 
Fundamentos Tipo de tratamento biológico de Biomassa microbiana 
efluentes que utiliza lagoa com  constituída por bactérias 
aeração mecânica para suprir o aeróbicas que se utilizam o 
oxigênio necessário para a substrato (matéria orgânica) 
biodigestão (ou biodegradação) presente no efluente para se 
da matéria orgânica presente no desenvolver possuindo uma 
efluente. membrana celular gelatinosa 
que permite a aglutinação a 
outros microrganismos, como 
a Metazoa e Protozoa, que por 
sua vez alimentam-se desta 
bactéria, permitindo um 
equilíbrio populacional 
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Resultados Promove a redução de 55-80% 
de DBO, 25% de TOCI e 
particularmente alguns 
compostos são reduzidos em ate 
90% 
Promove redução de 90% de 
DBO, 40% de TOCI. 
As frações de altas massas 
moleculares e as cores dos 
efluentes não são reduzidas. 
As frações de altas massas 
moleculares e as cores dos 
efluentes não são reduzidas. 
Desvantagens Requer uma grande área, tempo 
de retenção relativamente alto 
em torno de 7 dias. Possui um 
alto custo de implantação 
principalmente devido à energia 
gasta pelos aeradores 
mecânicos. 
0 processo gera um volume 
grande de resíduos sólidos, os 
quais devem ser tratados para 
se evitar que os organoclorados 
adsorvidos contaminem o 
ambiente. 
Vantagens A biomassa gerada nesse 
processo não necessita de 
tratamento. 
Requer menos espaço, tempo 
de retenção de 8 a 24 horas e 
produz resultados mais 
uniformes. 
Ilustração 
1.5- TRATAMENTOS ALTERNATIVOS DE EFLUENTES INDUSTRIAIS 
Como já mencionado anteriormente os efluentes são constituídos de 
vários compostos tóxicos. Dentre esses compostos as ligninas de elevadas 
massas molares são biodegradadas apenas por alguns organismos como 
fungos e bactérias, especialmente fungos da classe Basidiomicetos. Diversos 
estudos demonstram que a biodegradação da madeira por estes fungos, 
depende principalmente de sua capacidade de produzir enzimas lignoliticas 
extracelulares. Dentre as enzimas lignoliticas, possuem destaque (por estarem 
diretamente ligadas a biodegradação da lignina), as lacases e as peroxidases, 
pertencentes ao grupo das fenoloxidases. (6) 
1.6- ENZIMAS 
1.6.1 -CONCEITO 
São proteínas com ação catalítica 
 produzida por células dos seres vivos. 
Caracterizam-se por ativarem reações 
 químicas especificas permanecendo 
inalteradas ao final da reação, não alterando o equilíbrio da reação. Agem em 
pequenas quantidades, porém, aumentam a velocidade para atingir o equilíbrio  
da reação. São designadas pela terminação "ase", precedida seja do nome do 
substrato sobre o qual atua a enzima, seja do nome da reação química 
catalisada ou ambos. (7) 
1.6.2 - CLASSES 
As enzimas podem ser classificadas de acordo com vários critérios. 0 
mais importante foi estabelecido pela União Internacional de 
 Bioquímica (IUB), 
e estabelece 6 classes: 
1 Oxidorredutases: 
 São enzimas que catalisam reações de transferência de 
elétrons, ou seja: reações de oxi-redução. São as desidrogenases, redutases e 
as Oxidases. 
2. Transferases: Enzimas que catalisam reações de transferência de 
grupamentos funcionais como grupos amina, fosfato, acil, carboxil, etc. Como 
exemplo temos as Quinases e as Transaminases. 
3. Hidrolases: Catalisam reações de hidrólise de ligação covalente. Ex: As 
peptidases. 
I 5 
(.)OrOPIIWO  
rWfljiii NN4,, I I 
4. Liases: 
 Catalisam a quebra de ligações covalentes e a remoção de 
moléculas de agua, amônia e gas carbônico. As Dehidratases e as 
Descarboxilases são bons exemplos. 
5. lsomerases: 
 Catalisam reações de interconversão entre isômeros ópticos ou 
geométricos. As Epimerases são exemplos. 
6. Lk:lases: Catalisam reações de formação e novas moléculas a partir da 
ligação entre duas já existentes, sempre ás custas de energia (ATP). Sao as 
Sintetases. (7) 
1.6.3 - SÍTIO ATIVO DE LIGAÇÃO/ ESPECIFICIDADE 
As enzimas são muito especificas para os seus substratos: Esta 
especificidade pode ser relativa a apenas um substrato ou a vários substratos 
ao mesmo tempo. Esta especificidade se deve a existência, na molécula da 
enzima de um local denominado sitio ativo de ligação. 0 sitio ativo de ligação 
de uma enzima é dado por um arranjo tridimensional especial dos 
 aminoácidos 
de uma determinada região da cadeia polipeptidica, geralmente complementar 
a molécula do substrato. Alguns modelos procuram explicar a especificidade 
substrato/enzi ma: 
0 Modelo Chave/Fechadura (Figura 6) prevê um encaixe perfeito do 
substrato no sitio de ligação, que seria 
 rígido como uma fechadura. 
FIGURA 6- MODELO CHAVE/FECHADURA. 
0 Modelo do Ajuste Induzido prevê um sitio de ligação não totalmente 
rígido 
 na sua estereoquimica, mas sim moldavel à molécula do substrato; a 
enzima se ajustaria à molécula do substrato, e vice e versa. 
Devido a conformação 
 complexa da enzima, a singularidade do seu 
centro ativo e a configuração de seu substrato, uma dada enzima seleciona 
apenas um substrato ou grupos de substratos para exercer a ação catalítica. 
Cada enzima catalisa somente uma reação ou, quando muito, um número 
limitado de reações 
 químicas. 0 grau de especificidade varia de uma enzima 
para outra. (7)(8) 
 
1.6.4— COFATORES 
Unem-se as enzimas para melhorar sua atividade. 
Coenzimas: são moléculas pequenas, 
 orgânicas não protéicas, 
termoestaveis, dialisavel, ligadas fracamente as enzimas. Podem ligar-se 
momentaneamente à enzima no decurso da reação (ex: NAD + e o NADP+ ) ou 
ligar-se permanentemente a enzima, junto ao centro ativo ou 
 constituírem o 
próprio sitio ativo. 
Cofator metálico: são cations e anions que agem como ativadores 
ligados fracamente ou firmemente à enzima. Ex: Cl" (alfa amilase) , Mg ++ 
( fosfatases), Ca ++ (lipases), Zn ++ ( LDH). (7) 
1.6.5 — PROTEÍNAS CONJUGADAS 
São também denominadas heteroproteinas. As 
 proteínas conjugadas 
são constituídas por aminoácidos 
 mais outro componente não-protéico, 
chamado grupo prostético. Dependendo do grupo prostético, tem-se: (8) 
Proteínas 
conjugadas 
Grupo 
prostético 
Exemplo 
Cromoproteinas pigmento hemoglobina, hemocianina e citocromos 
Fosfoproteinas ácido fosfórico caseína (leite) 
Glicoproteinas carboidrato mucina (muco) 
Lipoproteinas  lipídio encontradas na membrana celular e no vitelo dos ovos 
Nucleoproteinas ácido nucléico ribonucleoproteinas e desoxirribonucleoproteinas 
Tabela 1: Proteínas conjugadas. 
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1.6.6 - CINÉTICA ENZIMÁTICA 
É a parte da enzimologia que estuda a velocidade das reações 
enzimáticas, e os fatores que influenciam nesta velocidade. A cinética de uma 
enzima é estudada avaliando-se a quantidade de produto formado ou a 
quantidade de substrato consumido por unidade de tempo de reação. Uma 
reação enzimática, de um substrato, pode ser expressa pela seguinte equação: 
E + S <==> [ES] ==> E + P 
A formação do complexo enzima/substrato (ES) tem uma energia de 
ativação ligeiramente maior que a reação do substrato na ausência da enzima, 
e a sua formação leva ao aparecimento do estado de 
 transição. A formação de 
"P" a partir de ES é a etapa limitante da velocidade da 
 reação. A velocidade de 
uma reação enzimática depende das concentrações de ENZIMA e de 
SUBSTRATO. (7) , além da temperatura, força iônica do meio e do pH. 
1.6.6.1 - CINÉTICA DE MICHAELIS-MENTEN: 
Michaelis e Menten foram duas pesquisadoras que propuseram o 
modelo de mecanismo de reação acima citado como modelo de reação 
enzimática para apenas um substrato. A partir deste modelo, estas 
pesquisadoras criaram uma equação, que nos permite demonstrar como a 
velocidade de uma reação varia com a variação da concentração do substrato. 
Esta equação pode ser expressa graficamente, e representa o efeito da 
concentração de substrato sobre a velocidade de reação enzimática. 0 Km de 
um substrato para uma enzima especifica é característico, e nos fornece um 
parâmetro de especificidade e eficiência da reação deste substrato em relação 
enzima. Quanto menor o Km, maior a especificidade e eficiência de catálise, 
e vice-versa. (8)(9)  
1.6.6.2 - FATORES EXTERNOS QUE INFLUENCIAM NA VELOCIDADE DE UMA 
 REAÇÃO 
ENZIMÁTICA: 
São eles: 
I 8 
a) Temperatura: Quanto maior a temperatura, maior a velocidade da reação, 
até se atingir a TEMPERATURA ÓTIMA; a partir dela, a atividade volta a 
diminuir, por desnaturação da molécula. 
b) pH: Idem à temperatura; existe um pH ÓTIMO, onde a distribuição de 
cargas elétricas da molécula da enzima e, em especial do sitio 
 catalítico, e 
ideal para a catálise. (7) 
1.6.6.3 - ATIVIDADE ENZIMÁTICA 
A atividade enzimática é a quantidade de substrato que em uma 
 reação 
enzimática particular é convertida em produto por unidade de tempo em 
condições determinadas. 0 ensaio quantitativo da atividade enzimática é 
efetuado de maneira mais rápida e conveniente quando o substrata ou o 
produto são compostos corados ou que absorvem na região do UV. pois a 
velocidade de aparecimento ou desaparecimento de um produto ou substrato 
que absorva luz pode ser acompanhada com um espectrofotômetro, dando um 
registro continuo do processo. (7) 
U - unidade internacional de atividade enzimática 
1 U = 1 pmolimin - quantidade de enzima que converte 1 pmol de substrato 
por minuto em condições padronizadas. 
1.6.7 - ISOENZIMAS 
Isoenzimas são formas múltiplas de uma determinada enzima que 
ocorrem em uma espécie de organismo ou mesmo em uma 
 única célula. Essas 
formas múltiplas podem ser detectadas ou separadas por eletroforese em gel 
dos extratos celulares; uma vez que elas são codificadas por genes diferentes, 
diferem na composição 
 de aminoácidos e, em conseqüência, em seus valores 
de pH isoelétricos. (7) 
1.6.8 — LACASES 
Lacases (1.10.3.2) (Figura 7) são produzidas principalmente por fungos 
e vegetais. Possuem massas molares na região de 60-100 kDa e apresentam-
se geralmente na forma de 2 ou 3 isoenzimas. (6) As lacases catalisam 
oxidação por extração de um elétron de um substrato fenálico gerando um 
radical fenoxila. 
a) 4(Cu[II])-Lacase + 4(fenol) -› 4(Cu[I])-Lacase + 4(fenoxi-radicais) + 4H + 
b) 4(Cuill)-Lacase + 02+ 4H + 4(Cu[II1)-Lacase + 2H20 
Os radicais formados atuam em reações não cataliticas como 
acoplamento de radicais, desprotonagão e ataque nucleofilico por agua. Logo, 
estas reações múltiplas produzem: a) polimerização, b) quebras alquil-aril, c) 
oxidação Ca e desmetilação. (6) (10)  
Figura 7 — Estrutura tridimensional da lacase. (11) 
1.6.8.1 - SITIO ATIVO DA LACASE 
Lacase contém quatro átomos de Cu os quais têm sido classificados de 
acordo com seu espectro no EPR: Tipo 1 ou azul, tipo 2 ou normal e tipo 3. 
Estudos realizados da estrutura cristalina revelam a proximidade entre os 
átomos de cobra tipo II e Ill, formando uma estrutura trinuclear, coordenada por 
8 resíduos  de histidina. Poucos estudos revelam com precisão o sitio ativo da 
Lacase e parte das citações feitas para estas enzimas, se baseiam em estudos 
realizados para a enzima ascorbato oxidase, que é muito semelhante a lacase. 
(6) (10) 
'1(1 
%2 —Cu \ 
0-0H 
Cu" 2 0" I \O—C4_ 
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H 
Figura 8 - Dois possíveis modelos espectrosc6picos para o sitio trinuclear. A) ponte entre tipo 2 e um de 
cobre tipo 3. b) ponte entre os três cobres. (10) 
 
1.6.8.2— CICLO CATALÍTICO DAS LACASES 
O ciclo catalítico 
 da lacase envolve sucessivas transferências de 
elétrons entre os átomos de cobre. A estequiometria do ciclo envolve 4Cu +2 
(ligados a uma única 
 proteína 
 ou a cadeias protéicas acopladas), 4 substratos 
fencilicos, 4 prótons e uma molécula de 02. (6) (10) (12) 
Figura 9- Ciclo catalítico da lacase. (12) 
1.6.8.3- MEDIADORES 
Somente subunidades fenálicas são atacadas pela lacase, dando 
origem a fenóxi-radicais, que subseqüentemente podem agir através de 
mecanismos não enzimáticos. 
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Na presença de ABTS, álcoois são oxidados a aldetidos e modelos 
diméricos não fenálicos são quebrados ou oxidados pela dupla lacase-ABTS. 
Recentemente outro mediador foi sugerido, 1-hidroxi-benzotriazole 
(HBT) que permite 50% de deslignificação em polpas na presença de lacase. 
(10) 
Mediadores como ABTS e HBT são os mais eficientes. Entretanto outros 
mediadores foram estudados: ácido 1-nitroso-2-nafto1-3,6-dissulfônico, acido 4- 
hidroxi-3-nitroso-1-naftalenssulfônico, promazine, clorpromazine e Remazol 
Brilliant blue. 
A aplicação do sistema lacase-mediador tem sido utilizada para 
preparações alimentares, coloração de cabelos, descoloração de corantes, 
aplicação na lavagem de roupa tingida, na composição de detergentes 
industriais, na degradação de antraceno e de lipídeos insaturados, 
branqueamento de polpas entre outros. (10) 0 sistema lacase-mediador aparece 
como um importante sistema enzimático com grande aplicação biotecnológica 
em várias areas. 
,Vr Lacase 	 V Mediador (ox 	 Substrato 
Lacase (ox) A 	 Mediador 41/ 	 Substrato (ox) 
Figura 10- Ciclo catalítico da Lacase com Mediador. (12) 
1.6.9 — PEROXIDASE DE RAÍZ FORTE OU HORSERADISH PEROXIDASE (HRP) 
Peroxidases (1.11.1.7) (figura 11), são encontradas nas plantas (por 
exemplo, rabanetes) e em animais (plasma sanguíneo, leite, leveduras, e etc.) 
As massas molares estão na região de 38-43 kDa e apresentam-se geralmente 
na forma de 3 ou 15 isoenzimas. (6) (13) 
Figura 11 — Figura tridimensional de uma peroxidase. (11) 
As peroxidases catalisam a oxidação de compostos aromáticos em 
soluções aquosas: 
a) Peroxidase (E) + H202 4 Peroxidase (E- l ) + H20 
b) Peroxidase (E-I) + AH2 4 Peroxidase (E- li) + AH . 
c) Peroxidase(E-II) + AH2 4 Peroxidase (E) + AH' + H20 
Os radicais formados atuam em reações não enzimáticas como 
acoplamento de radicais, desprotonação e ataque nucleofilico por água. Logo, 
estas reações múltiplas produzem: a) polimerização, b) quebras alquil-aril, c) 
oxidação Ca e desmetilação. (6) (13) (14) 
1.6.9.1 - SiTIO ATIVO DAS PEROXIDASES 
As Peroxidases são glicoprotelbas que contém ferro-protoporfirina IX 
(heme) (figura 12) como grupo prostético por molécula, requer H202 para a sua 
atividade catalítica. 
Figura 12 -ferro-protoporfirina IX (heme). (9) 
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+ H202 
E 
	
E-I 
AH2 
E- li 	 AH. 
1.6.9.2— CICLO CATALÍTICO DAS PEROXIDASES 
Figura 13 - Ciclo catalítico da Peroxidase de raiz forte. (15) 
Conforme a Figura 13, o ciclo catalítico das peroxidases envolve a 
oxidação de 1 elétron de um substrato aromático AH2. A enzima (E) é oxidada 
pelo per6xido de hidrogênio (H202) para a formação de um intermediário 
enzimático chamado de composto E-I. 0 composto E-I reage com uma 
molécula de um composto aromático (AH2) que por sua vez sofre oxidação. 
radical livre formado (AH') reage novamente com a enzima formando o 
composto (E- li). 0 composto E- li oxida uma segunda molécula de um 
composto aromático retornando ao estado de oxidação inicial e desta forma 
completando o ciclo. (6)(13)(14)  
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2 - OBJETIVOS 
2.1 - OBJETIVOS GERAIS 
Comparar a eficiência de degradação de efluentes industriais na 
presença de Lacase de Aspergillus sp e Peroxidase de raiz forte (HRP) para 
posterior utilização das mesmas no tratamento dos efluentes. 
2.2 - OBJETIVOS ESPECiFICOS 
• Caracterizar as massas molares das enzimas utilizadas através eletroforese 
e cromatografia liquida de alta performance (HPLC). 
• Determinar o melhor intervalo de atividade das enzimas, com relação a 
diferentes valores de pH. 
• Analisar as diferentes taxas de descoloração do efluente e dos corantes 
quando submetidos a: Lacase, Lacase + Mediador e Peroxidase através de 
espectros UV-Visível. 
• Estudar a degradação dos compostos contidos no efluente através de 
cromatografia liquida de alta performance (H PLC). 
 
• Estudar a cinética de degradação de compostos fenblicos presentes no 
efluente industrial na presença de Lacase, Lacase + Mediador e 
Peroxidase, utilizando-se métodos colorimétricos. 
3- MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 - MATERIAIS 
• 0 efluente utilizado provém de uma indústria de papel e celulose 
de Santa Catarina, produtora de polpas não branqueadas. 
• Os corantes testados foram doados por uma indústria têxtil de 
Santa Catarina. 
• Lacase (Novozymes) 
• Peroxidase (Sigma) 
• Acido tartárico (Reagen) 
• Tartarato de sódio (Synth) 
• Fosfato monossódico (Merck) 
• Fosfato dissódico (Merck) 
• Acrilamida (Sigma) 
• Bis-acrilamida (Sigma) 
• Agua deionizada 
3.2 - MÉTODOS 
3.2.1 - CARACTERIZAÇÃO DAS ENZIMAS 
• A determinação das atividades das enzimas em diversos tampões 
(tartarato pH: 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5,0 e fosfato pH: 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5) foram 
realizadas utilizando-se o método de Ander e Eriksson,1976 — 0 método 
baseia-se na oxidação de siringaldazina para sua forma de quinona, que 
2() 
apresenta absorção a 525nm (6 = 65000M -1 CM -1 ). Os dados foram obtidos com 
o auxilio de um espectrofotômetro Hewlett-Pachard. (16) (17) 
 
• As massas molares de cada enzima foram determinadas por 
HPLC, utilizando-se um cromatógrafo Shimadzu, equipado com um detector 
SPD-10A UV-VIS e com uma coluna Dio1-150 da Shimadzu. O eluente utilizado 
foi o tampão Tris (pH=9,0), com um fluxo de 1m1/min. A proteína padrão 
utilizada foi do tipo MW-GF-200 kit; Sigma. 
• As diferentes formas isoenzimaticas da Lacase foram 
determinadas por Eletroforese em gel de poliacrilamida utilizando-se o método 
de Laemmli (1970). (18) 
• A dosagem de proteínas totais foi realizada através do método 
colorimétrico com biureto. 0 método baseia-se no fato das ligações peptídicas 
das proteinas reagirem com ions cúpricos em meio alcalino (Reagente biureto) 
formando um complexo de coloração violeta, cuja absorbancia medida em 
545nm é diretamente proporcional à concentração de proteínas na amostra. 
3.2.2 - APLICAÇÕES BIOTECNO LÓGICAS 
• A descoloração dos corantes e do efluente foi estudada através 
de um espectrofotômetro UV-Visível depois dos mesmos serem submetidos a 
um período de incubação com as enzimas de 45 minutos. 
• A concentração de fenóis totais de baixa massa molar do efluente 
tratado e não tratado com a enzima foi verificado através do método da 4- 
aminoantipirina, onde 50vIL de tampão glicina 0,1M a pH=9,7 contendo 1% de 
ferrocianeto de potássio são adicionados a 0,5mL de 4-AAP e 0,5 mL de 
amostra. 0 método baseia-se na reação de 4-AAP com estruturas fenólicas 
oxidadas com ferricianeto de potássio, monitorada a 505nm. (15) 
• O total de fen6is do efluente tratado e não tratado foi verificado 
através do método Folin, onde 504 de reagente Folin são adicionados a 500._ 
de carbonato de sódio 15% e 2,5mL de amostra. 0 método baseia-se na 
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reação 
 de compostos aromáticos com grupos hidróxi com o reagente Folin 
(ácido fosfórico tungstato e ácido fosfórico molibdato), que gera um produto 
que absorve a 700nm. (15) 
• A análise da distribuição de massas molares dos efluentes 
tratados e não tratados foi realizada através de medidas por HPLC de 
exclusão, utilizando-se o mesmo equipamento. 0 eluente utilizado foi água com 
um fluxo de 1m1/min e as amostras foram monitoradas a 240, 280, 310nm. 
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4- RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 — CARACTERIZAÇÃO DAS ENZIMAS 
Inicialmente foram realizadas medidas da cinética de reação das 
enzimas com a Siringaldazina em diferentes tampões, para verificar quais as 
melhores condições de pH para a atividade. 
A Siringaldazina é substrato para as duas enzimas e é normalmente 
utilizado para se avaliar a atividade enzimática (22) . 0 produto resultante da 
reação catalisada pela enzima (Lacase ou Peroxidase) absorve na região do 
visível 
 (Figura 14). Assim a cinética da reação pode ser acompanhada pela 
medida do aumento da absorção luminosa do sistema em 524nm, em um 
espectrofotômetro. 
Figura 14 - Reação da Siringaldazina catalisada pela enzima. 
Os resultados obtidos dos estudos cinéticos (Figura 15 e 16), 
demonstraram uma melhor atividade no pH=4,0 para ambas as enzimas. 
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100 - PEROXIDASE 
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Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como: a 
quantidade de enzima necessária para oxidar 111M de substrato por segundo. 
(9) 
Figura 15 - Atividade da enzima Peroxidase em diferentes pHs. 
Figura 16 - Atividade da enzima Lacase em diferentes pHs. 
possível observar que a atividade da Lacase entre o pH=6 e 7 
apresentou valores muito semelhantes. Isso pode evidenciar a existência de 
um equilíbrio de formas isoenzimáticas. Com o objetivo de separar as formas 
isoenzimáticas, foi realizada uma eletroforese SDS em gel de poliacrilamida. 
0 sistema SDS-Page (Polyacrylamide Ge/ Eletroforesis), é aplicado no 
estudo de proteínas desnaturadas por aquecimento na 
 presença de SDS e 
 13- 
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mercaptoetanol. Ele visa a determinação do peso molecular de proteínas. A 
mobilidade das proteínas no gel é função de seus pesos moleculares. (18) 
Através dos resultados obtidos (Figura 17), pode-se evidenciar a 
existência de 2 formas isoenzimáticas localizadas na região de 66 a 97 kDa. 
Figura 17 - Eletroforese SDS-Page da Lacase; Padrão de peso molecular SDS-6H (Sigma); 205 KDa= 
miosina; 116 KDa= galactosidase; 97 KDa=fosforilase "b"; 66 KDa= albumina bovina; 45 KDa=albumina 
de ovo; 29 KDa= anidrase carbônica. 
As massas molares de cada enzima foram determinadas por HPLC. 
Através dos cromatogramas, e comparando-se com o padrão utilizado (MW-
GF-200 kit; Sigma), pôde-se observar que a Lacase, possue uma massa molar 
na região de 91 kDA e 65 kDa e a Peroxidase de 45 kDa. 
A dosagem de proteínas totais nos extratos aquosos utilizados foi 
realizada através do método colorimétrico com biureto, e os resultados obtidos 
foram: 
Enzima  Proteínas totais (mg/mL) 
Lacase 10,62 
Peroxidase 4,45 
Tabela 2 - Proteínas totais de cada enzima. 
3 1 
Todos os resultados pertinentes à caracterização da Lacase e 
Peroxidase revelaram que estas possuem as mesmas 
 características, relativo 
ao perfil de atividade-pH e massas moleculares, das Lacases e Peroxidases 
citadas na literatura, produzidas por fungos. 
4.2 — APLICAÇÕES BIOTECNOLÓGICAS 
4.2.1 — CORANTES 
A degradação dos corantes foi comprovada através da redução da 
absorbância em diversos comprimentos de onda na região do 
 visível, após 45 
minutos de incubação com: Peroxidase, Lacase e Lacase com HBT. Os 
espectros UV-visível obtidos para o corante azul BE GN, laranja BE 2R rosa 5R 
e amarelo BF 3R estão ilustrados nas Figuras 20, 21, 22 e 23. 
Através das figuras abaixo, foi 
 possível avaliar a eficiência de 
descoloração dos corantes na presença das enzimas (Tabela 3). 
Enzimas  Azul Amarelo Laranja Rosa 
Taxa de descoloração (`)/0) 
Peroxidase 65 26 63 26 
Lacase 55 20 77 0 
Lacase + HBT 57 36 58 27 
Tabela 3 - E fi ciência de descoloração de cada enzima com os corantes após 45 minutos de incubação a 
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Com base nos espectros abaixo, observa-se que os corantes 
apresentaram alterações estruturais quando submetidos ao tratamento com 
Lacase HBT e Peroxidase devido a um deslocamento das bandas localizadas 
na região de 300nm. Esse quadro se inverte quando o experimento é realizado 
apenas corn Lacase. Assim, o tratamento dos corantes com a Lacase, resulta 
em uma redução de intensidade da banda, porém sem deslocamento espectral. 
Observou-se a melhor eficiência da Peroxidase para o corante azul. Isso 
ocorre, provavelmente, devido a estrutura (*) de este corante possuir uma 
(*) Em anexo pág.46 
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estrutura distinta em relação aos demais. Os corantes amarelo, laranja e rosa 
são azo-corantes. Estudos realizados com fungos (Phanerochaete 
chrysosporiun), que possuem o processo de descoloração iniciado por 
Peroxidases, revelaram que o fungo foi muito eficiente na degradação de azo-
corantes. Dez diferentes tipos de corantes foram testados com o caldo 
enzimático bruto. Muitos dos corantes perderam 100% de sua cor e a eficiência 
de descoloração destes corantes pelo fungo varia dependendo da estrutura e 
complexidade do corante. (20) 
Trabalhos realizados com o fungo (Phanerochaete sajorcaju), que possui 
o processo de descoloração iniciado pela Lacase, revelaram uma alteração do 
grupo cromóforo, ocorrendo a perda de cor. (21) 
Através dos espectros também foi possível observar alterações dos 
grupos crombforos promovidos pela Lacase com o HBT. A formação de outros 
compostos incolores foi observada pela formação e aumento de outras bandas 
na região de 300nm do espectro ultravioleta. 
De uma forma geral, observou-se uma boa eficiência na remoção de cor 
dos compostos com as enzimas. Vale a pena salientar que muitos trabalhos 
sobre tratamento de efluentes têxteis são realizados com o caldo bruto dos 
fungos. Dessa forma, são várias as enzimas lignoliticas liberadas pelos fungos, 
que atuam de formas distintas sobre cada tipo de substrato. 
Figura 20 — Descoloração do corante azul com as enzimas. 
Corante laranja+Lacase sem HBT 
Corante laranja+Lacase com HBT 
200 	 300 	 400 • 500 
	 600 
X (nm) 
0,5 
100 700 	 800 	 900 
3,5 - 
3.0 - 
2.5 - 
2.0 - 
1.5 - 
1,0 - 
0,5 - 
0,0 - 
A
b
so
r b
a
n
c
ia
  
Corante amarelo 
3.5 - 
3,0 - 
2,5 - 
;r 	 .e -Lacase com FIBT 
Corante amarelo+Lacase sem HBT 
2.0 - 
1,5 - 
1.0 
0,5 
0.0 - 
0.5 
00 	 200 	 300 	 400 500 680 	 700 	 800 	 900 
(nm) 
A
bs
o
r
ba
nc
ia
  
Figura 21 — Descoloração do corante laranja com as enzimas. 
Figura 22- Descoloração do corante amarelo com as enzimas. 
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FIGURA 23: DESCOLORACinO DO CORANTE ROSA COM AS ENZIMAS. 
4.2,2 — EFLUENTES 
A descoloração do efluente foi monitorada através da redução da 
absorbáncia em diversos comprimentos de onda na região do 
 visível (350- 
750nm), após 45 minutos de incubação do efluente com a Lacase e Peroxidase 
(Figuras 24 e 25). 
As duas enzimas testadas promoveram a descoloração do efluente. A 
Lacase foi responsável por uma descoloração do efluente em até 37% e a 
Peroxidase em 43%. 
Figura 24 — Efluente antes e após 45 minutos de tratamento com Lacase. 
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Figura 25 - Efluente antes e após tratamento de 45 minutos com a Peroxidase. 
Após o tratamento do efluente com a Lacase, foi observada uma 
modificação espectral com deslocamento da banda de absorção de 240-270 
nm para 267-310 nm, indicando alterações das estruturas contidas no efluente. 
Essas alterações aumentaram proporcionalmente ao aumento da concentração 
da Lacase. Quando o mesmo efluente foi tratado corn a Peroxidase, não foi 
observado nenhum tipo de alteração espectral, apenas uma redução da 
concentração de compostos com o aumento da concentração de enzima, 
evidenciado pela redução da absorbáncia na região de 240 a 270 nm. 
Estudos revelaram que na lignina apenas subunidades fenólicas são 
atacadas pelas Lacases, dando origem a fenoxirradicais, que 
consequentemente polimerizam e despolimerizam. (6) Como já mencionado 
anteriormente a Lacase pode oxidar estruturas aromáticas não fenblicas 
apenas na presença de mediadores como o HBT. (1 0) 
Os resultados obtidos para a Peroxidase, revelaram que a mesma 
mostrou-se mais eficiente na descoloração dos efluentes. A Peroxidase de raiz 
forte (HRP)(vegetal) utilizada neste experimento possui muitas similaridades 
com a Lignina Peroxidase (LIP)  fúngica, que também é muito utilizada para 
aplicações biotecnológicas. Diversos estudos com substâncias modelo 
revelaram que a LIP é capaz de oxidar tanto estruturas fenólicas como 
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Peroxidase 
	 Lacase 	 Lacase+HBT 
estruturas aromáticas não fenolicas, apresentando uma grande flexibilidade 
com relação a estrutura dos substratos. (6) Possivelmente o fato de a Peroxidase 
ter a capacidade de oxidar, por si so uma maior variedade de compostos que a 
Lacase, deve torná-la mais eficiente na degradação dos compostos do efluente 
e conseqüentemente na descoloração do mesmo. 
Concomitantemente ao processo de descoloração, a concentração total 
de fenois foi medida por dois métodos, o método de Folin e o método da 4- 
aminoantipiridina. 
Os resultados obtidos para os métodos citados revelaram uma queda na 
quantidade total de compostos fenolicos do efluente tratado com as duas 
enzimas (Figura 26 e 27). 
Figura 26 - Degradação de fenáis totais do efluente 
 após 45 minutos de incubação com as 
enzimas; (Método Folin); 
Figura 27- Degradação de fenóis de baixa MM do efluente após 45 minutos de incubação com as 
enzimas; (Método 4-AAP); 
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Observa-se que os resultados obtidos com o método da 4-AAP revelam 
que as duas enzimas degradam de maneira eficaz compostos fenólicos de 
baixa MM. É a fração 
 de compostos de baixa MM a que detém agentes 
químicos responsáveis pela toxicidade apresentada pelos efluentes. (22) As 
principais substâncias apontadas como de alta toxicidade são clorofenáis, que 
são produtos de degradação parcial de lignina, destacando-se os derivados: di 
e tricloroguaiacol, tri, tetra e pentaclorofenol, entre outros. As frações de alta 
MM são consideradas inertes e não tóxicas, desde que, não são capazes de 
penetrar nas células de organismos vivos, devido ao seu tamanho. Por outro 
lado alguns estudos mostram que alguns desses compostos podem se 
degradar em condições ambientais gerando compostos de baixa MM. (6) 
Os compostos fenálicos de alta MM também são eficientemente 
degradados pelas enzimas, e em especial pela Lacase com HBT. Alguns 
trabalhos ilustram a reduzida capacidade de oxidação da Lacase em relação a 
Lacase + HBT ou Lacase-Mediador. (19) A mudança de desempenho quanto á 
degradação, comparando-se Lacase e Lacase com HBT, é evidenciada através 
de mecanismos distintos apresentados pelos dois sistemas. Sabe-se que a 
Lacase catalisa reação de oxidação de compostos fenálicos frente à extração 
de um elétron do substrato (Figura 28). A Lacase na presença de HBT possui 
um mecanismo distinto em que o HBT, por possuir um menor potencial de 
redução que o substrato é oxidado pela Lacase e reage por sua vez com o 
Figura 28: Mecanismos de reações catalisadas por Lacase, envolvendo fen6xirradicais. (6) 
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substrato através de reações não enzimáticas (Figura 29). 
Figura 29 — Mecanismo de reações catalisadas por Lacase na presença de HST em fragmento de lignina. 
(19) 
Observa-se também que as enzimas possuem diferentes taxas de 
degradação para cada tipo de estrutura, isto 6, todas degradam de maneira 
eficaz os fenóis sejam eles de altas ou baixas MM, porém as taxas de redução 
e a velocidade com que estes compostos são degradados mudam de enzima 
para enzima. Essa observação indica mais uma vez a mudança de mecanismo 
existente entre as enzimas para na degradação destes compostos. 
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A suposição 
 de que os resultados revelam mecanismos diferentes para 
as enzimas é baseada nas diferenças 
 de seletividade dos métodos de Folin e 
4-AAP. Diversos estudos demonstraram que a 4-AAP promove um ataque 
eletrofilico sobre a posição para de estruturas fenblicas oxidadas. Assim sendo, 
qualquer grupamento presente nesta 
 posição pode alterar ou bloquear o 
acoplamento de 4-AAP com o anel aromático. 
 Estruturas fenblicas contendo 
apenas um carbono na posição para ao grupamento hidroxilico, reagem com 4- 
AAP para produzir estruturas de quinoneimina que absorvem 
caracteristicamente no intervalo de 500-525nm. Nenhuma 
 reação é observada 
para 2,4,6-trialquil fenbis. Portanto, conclui-se destes dados que, sob as 
condições de análise empregadas (como descrito em Materiais e Métodos), 
estruturas fenblicas contendo um carbono na 
 posição para foram 
preferencialmente determinadas pelo método de 4-AAP. Já 
 o reagente de Folin 
apresenta boa reatividade dentro de uma larga faixa de estruturas fenblicas, 
inclusive poliméricas. (6) 
 Desta maneira, os resultados obtidos para as enzimas 
parecem indicar que um tipo de estrutura fenblica foi preferencialmente ou mais 
rapidamente degradado do que outro. 
Os perfis apresentados pelas enzimas, quanto a cinética de degradação 
desses compostos são muito distintos (Figuras 30 e 31). Quando o efluente é 
tratado apenas com a Lacase, existe uma 
 alternância entre o surgimento e 
desaparecimento de estruturas fenblicas,. que de uma maneira geral tendem a 
diminuir. Esse resultado pode ser explicado observando os tipos de reações 
catalisadas por esta enzima (Figura 28), que ora provoca a polimerização, ora 
a despolimerização dos compostos. Quando o efluente é tratado com a Lacase 
na presença 
 do HBT, observa-se uma modificação na cinética de 
 reação. A 
alternância de estruturas de fenblicos é mais sutil, o que induz a conclusão de 
que o tratamento com o sistema Lacase-HBT tende a despolimerização dos 
compostos dos compostos de alta MM. 
0 tratamento com a Peroxidase mostra-se eficiente na degradação tanto 
de compostos fencilicos de alta MM como os de baixa MM dos compostos 
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Figura 28 - Degradação de ferlóis (Método 4-AAP); (a) Lacase com HBT; (b) Lacase (c) Peroxidase. 
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Figura 29 - Degradação de fen6is (Método Folin); (a) Lacase; (b) Lacase com HBT; (c) Peroxidase. 
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A análise da distribuição das massas molares dos componentes do efluente, 
durante o período 
 de incubação com as enzimas, indicaram que estas 
promoveram uma intensa degradação do material 
 orgânico contido no efluente, 
indicado por uma acentuada diminuição da área total obtida nos 
cromatogramas medidos a 240 e 280nm para Peroxidase e 240, 280 e 310nm 
para Lacase. Com base nos cromatogramas, foi possível obter a concentração 
relativa das diferentes frações de compostos em relação às massas molares, 
nos diferentes comprimentos de onda analisados (Tabela 4). 
Frações Efluente não 
tratado 
Efluente tratado 
com Lacase+HBT 
Efluente tratado 
com Peroxidase 
Concentração relativa (%) 
240nm 280nm 310nm 240nm 280nm 310nm 240nm 280nm 
Alta MM - 45,5 - 11,5 16,5 10,5 4,1 1,1 
Média MM 100 54,3 100 88,5 51,5 75,2 95,8 98,9 
Baixa MM - - - - 31,7 13,5 - - 
Tabela 4 - Concentração relativa das frações de compostos em 
 função das massas molares dos 
mesmos; Compostos de alta MM (tempo de retenção: 0-11 minutos), compostos de média MM (tempo de 
retenção: 12-21 minutos) e compostos de baixa MM (tempo de retenção > 21 minutos), obtidos por HPLC 
de exclusão ou peneira molecular. 
Observou-se uma queda na concentração relativa dos compostos de 
alta MM que absorvem na região de 280nm após tratamento com Lacase, e 
surgiram compostos de baixa MM que absorvem na região de 310nm (**). 
0 conjunto das frações contidas no efluente sem tratamento obtiveram 
uma relação de Abstota1280/Abstotal310 igual a 7,25 e Abstota1280/Abstota1240 
igual a 1,95 revelando assim um maior número de compostos de absorvem na 
região de 280nm do que em 310nm ou 240nm. 
As frações contidas no efluente após tratamento com Lacase, obtiveram 
uma relação de Abstota1280/Abstota1310 igual a 2 e Abstota1280/Abstota1240 igual a 
0,72, o que indica um deslocamento na absorção destes compostos 
evidenciando possíveis modificações estruturais. Portanto, os resultados 
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obtidos com os cromatogramas reafirmam os resultados obtidos pelos 
espectros UV-Visível (Figura 24) e pelas curvas de cinética de degradação de 
fenois (Figura 28 e 29) e demonstram que a Lacase + HBT age sobre o 
efluente, despolimerizando compostos de alta MM. 
As frações contidas no efluente 
 após tratamento com Peroxidase, 
obtiveram uma relação de Atota1280/Atota1 240 igual a 0,24, o que indica que 
existe urna maior quantidade de compostos que absorvem na região de 240nm 
em relação a Lacase que possui uma relação de Atota1280/Atota1 240 igual a 0,72. 
Através da Tabela 4 é possível observar que o efluente não tratado 
(monitorado a 240 e 280nm) continha uma grande quantidade de compostos de 
média MM. Após tratamento com Peroxidase esse valor permanece quase 
inalterado. A fração de compostos de média MM que parece permanecer 
inalterada em sua massa molecular pode sofrer modificações estruturais, como 
indicam os percentuais diferentes, quando monitorados em diferentes 
comprimentos de ondas como indica a Tabela 4. 
(**) Em anexo pág. 47 
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5 - CONCLUSÕES 
• As enzimas Lacase e Peroxidase apresentaram grande eficiência 
na redução de cor, de fenbis testados e conseqüentemente nos compostos de 
alta MM contidos no efluente, indicando que ocorre a despolimerização destes 
compostos. A presença 
 do HBT com a Lacase aumenta a eficiência da mesma 
nas reações de despolimerização, aumentando as taxas de redução de fenáis 
testados. 
• As enzimas também apresentaram boa eficiência de descoloração 
dos corantes, sendo que os resultados induzem a conclusão de que o grau de 
degradação destes compostos esta diretamente relacionado com a 
complexidade de suas estruturas. 
• A utilização de enzimas em procedimentos de remediação de 
efluentes industriais mostra-se numa atraente alternativa, principalmente em 
função dos bons resultados obtidos. 
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ANEXOS 
SO3Na 
NaO 3 S 
S03Na 
Na03S 
Na00C/ 
I — ESTRUTURA DOS CORANTES 
Azul BF GN 
Laranja BF 
Amarelo BF 3R 
HO 	 _SO Na 
NaO3S---/K 
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II- PRINCIPAIS CROMATOGRAMAS 
Efluente não tratado (280nm) 
 
... 
 
  
Efluente após tratamento com Lacase e HBT (280nm) 
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